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Applicant's or agent* s file reference 
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IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP97/05783 


International filing date (day/month/year) 
20 October 1997 (20.10.97) 


1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant | | the inventor | | the agent X the connmon representative 


Name and Address 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

D-68298 Mannheim 

Germany 


State of Nationality State of Residence 
DE 1 DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
[~| the person [x] the name [~] the address | | the nationality Q the residence 


Name and Address 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
D-68298 Mannheim 
Germany 


DE 1 DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
[X] the receiving Office Q the designated Offices concerned 
1 1 the International Searching Authority 0 the elected Offices concerned 
1 1 the International Preliminary Examining Authority other: 


The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Beate Giffo-Schmitt 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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International filing date (day/month/year) 
20 October 1997 (20.10.97) 


Applicant 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



The International Bureau transnnits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report (Article 36(3)(a)) 





Authorized officer 


The International Bureau of WlPO 




34, chemin des Colombettes 
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1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile Na: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338,83.38 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
4514/OAAVOKoe 


iTrtD fiToxuiTD Ai^TirkM Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/EP97/05783 


20 October 1997 (20.10.1997) 


21 October 195(5 (2'l.l 0.1 996) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07K 16/10, C12P 21/08, GOIN 33/577 




Applicant 


ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Date of submission of the demand 

21 February 1998 (21.02.1998) 


Date of completion of this report 

28 December 1998 (28.12.1998) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP97/05783 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn onthebasisof {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages ^ ' 20 ^ as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of » 

pages , filed with the letter of • 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



I . 9 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/5-3/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 










Novelty (N) 


Claims 




3-8 


YES 




Claims 


T 


9 Q 


NO 


Inventive step (IS) 


Claims 






YES 




Claims 




1-9 


NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 




1-9 


YES 




Claims 






NO 



2. Citations and explanations 



The following documents are referred to: 

Dl : Hinds et al., J. Med. Chem. Vol. 34, 1991, pages 
1777-1789; and 
D2: WO-A-92/09300. 

1. In this respect. Table 1 shows that the known 
antibody 12CA5 also has an affinity in the claimed 
range (2.6 x 10® when the antigen Bio-N-HA is used). 

Claim 1 is therefore not novel over this prior art 
(PCT Article 33(2) ) . 

Since the antibody 12CA5 was used in the known 
manner for detecting haemagglutinin and fusion 
structures, the generally formulated use Claim 9 is 
also not novel (PCT Article 33(2)). 

2. Dl and D2 describe other monoclonal peptide 9- 
antibodies. The monoclonal antibodies DB19/1 and 
DB19/25 have dissociation constants of 1.8 x 10"^ 
and 1.8 x lO'^M respectively; this corresponds to an 
affinity of 0.56 x 10^ and 0.56 x lO'^M"^ respectively 
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and, in the latter case, is only slightly below the 
claimed limit . Since the determination systems of Dl 
and the present invention are not the same (both 
with respect to the test methods and the peptide 
used, cf. page 1784, Table IV and the associated 
captions), it is possible that, in particular-t^jfcihe 
antibody DB19/25 may be covered by the scope of 
protection of Claims 1 and 2. 



Moreover, D2 discloses the peptide 9-specif ic 
antibody DB19/10, even though it does not indicate 
any affinity data (cf. D2, example 8, and, in 
particular, page 124, lines 13-24). 

3. Provision of monoclonal antibodies of the highest 
possible affinity is generally a desired aim. 
Consequently, no inventive step is involved in 
routine preparation of hybridomae and the screening 
thereof for clones which secrete high-affinity 
antibodies . 



However, if preparation of antibodies with affinity 
or specificity characteristics requires more than 
just standard procedures, the particular antibodies 
produced are generally the result of random, 
uncontrolled recombination and mutation procedures . 

Consequently, the claims which are not restricted to 
antibodies produced by a special filed hybridoma 
clone (Claims 1-4) do not appear to meet the 
requirements of PCT Article 33(3) or to contain all 
the technical features required (PCT Article 6) . 

4. Given the vague, functional definition of the 

antibodies as per Claims 1 and 2, and the lack of 
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comparable affinity parameters in relation to the 
prior art as described in Dl and D2, the antibodies 
as per Claims 3-5 are considered merely to be 
equivalent to the antibodies described in the prior 
art outlined in Dl and D2 and therefore 
non-inventive . _ 



5. The process as per Claim 6 corresponds to the 

standard process for establishing and screening of 
hybridoma lines . 



Claim 6 is therefore not inventive (PCT Article 
33 (3) ) . 

There cannot be a causal correlation between the 
choice of fusion partner, immunogen or antigen used 
in screening and the achievement of particular and 
unexpected affinity properties. 

Consequently, Claims 7 and 8 are also not considered 
inventive. 

6. Claim 9 relates to the conventional use of an 

antibody as a structural partner in the immune test 
method. Novelty and inventive step of the present 
use claim are therefore also not established due to 
the lack of a new and inventive main claim (PCT 
Article 33(2) and (3)). 
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VIL Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) the 
description did not cite Dl and D2 and did not outline 
the relevant prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are flilly 
supported by the description, are made: 



1. Due to the functional definition of the antibodies, 
the scope of protection of Claims 1 and 2 is r^t 
clear (PCT Article 6) . Moreover, it cannot be 
clearly delimited over the prior art ( PCT Article 
33(2); see Box V, points 1 and 2). 



The description. Table 1, page 10 shows that the 
affinity constants determined differ significantly 
depending on the examination system and antibodies 
examined (Bio-C-HA or Bio-N-HA) , that is, up to a 
factor 18 with antibodies R3A12. 



Indicating the affinity constants without clearly 
defining the determination system therefore does not 
contain any clear and undisputed characterisation. 
Accordingly, the question arises as to how to 
compare the affinity information determined 
according to the description with the prior art. 
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VERTRAG UBER DIE l^fTERNA7^0^IALE ZUSAMMENARBEFT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

BOEHRINGER MANWU 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
ALLEMAGNE 



;iM GMBH 



BOEHRINGER MANNHEIM GM8H 

■ JEREICH PATENTE 




09/284787 
PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



28. 



1L98 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwatts 
4514/OAAA/OKd^„ 


WICHTIGE MmEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/05783 


InternatioREiles Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
20/10/1997 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
21/10/1996 


Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der intemationalen vorlauf igen Prufung beauftragte Behorde 
hiennit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, Qbemriittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubemriitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmtQ Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Fomnblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubemiittein, so mu3 diese 
Obersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maf3gebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationsilen PrOfung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Miinchen 

Tel. {-MI9-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 




iensteter 



Tel. (+49-89) 2399-8161 



Formblatt PCT/lPEA/416 (Jull 1992) 



09/284787 

VERTRAG USER DIE aMTERNATIOMALE ZySAD\/il[\/3EMARBEDT AUF DEM 

P^TEMTWESEMS ■■ _ 

REC'L 3 0 DEC 1998 

WlPO PCT 



IMTEIRtMATlONALER VORLAUFJGER PROFUNGSBEIRICHT 
(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
4514/OA/WOK 


t.fi-iTr-Dc:o siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationaies Aktenzeichen 
PCT/EP97/05783 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
20/10/1997 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
21/10/1996 



Internationale Patentklassifikation (tPK) oder nationate Klassiflkation und IPK 
C07K16/10 




Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragt n 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBltch dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handett es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugmnde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.1 6 und Abschnitt 607 der Venwattungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 





Datum der Einraichung des Antrags 
21/02/1998 


Datum der Fortigstellung dieses Berichts 

2 8. U. 98 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragtan Behdrde 

Europaisches Patenteunt 
0-80298 Munchen 
^JW Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^^^SmI^jsj^ 
Hoesel, H t ^ i) 

Telefon (+49-89) 2399-8693 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/05783 



I. Grundlag des B richts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatten die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungiicli eingereicht" and sind itim 
nicht beigefugt, weii sie l<eine Anderungen enthaiten,): 

Beschreibung, Seiten: 

1-20 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1,9 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-3/5 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefailen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Autfassung der Behorde Qber den Off enbarungsgehatt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzlrche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


3-8 


Nein: 


Anspruche 


1, 2, 9 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 






Nein: 


Anspruche 


1 -9 


Gew rbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1 -9 




Nein: 


Anspruche 
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2. Untertagen und Er1<larungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeidung 

Es wurde festgestellt, daB die intemationale Anmeidung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeidung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/05783 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Hinds et al, J.Med.Chem. vol. 34, 1991, p. 1777-1789 
D2: WO-A-92/09300 

SEKTiON VIII: 

1 . Aufgrund der funktionellen Definition der Antikorper ist der Schutzumfang der 
Anspruche 1 und 2 nicht klar (Art. 6 PCT) und zudem nlcht eindeutig vom Stand 
der Technik abgrenzbar (Art. 33(2) PCT, siehe Punkt 2 und 3). 

Aus der Beschreibung, Tabelle 1, S. 10, ist zu entnehmen, daB die ermittelten 
Affinitatskonstanten je nach Untersuchungssystem und untersuchtem Antikkorper 
(Bio-C-HA Oder Bio-N-HA) signifikant unterschiedlich, d.h. bis zu einem Faktor 18 
bei Antikorper R3A12 ausfallen. 

Eine Angabe der Affinitatskonstante ohne Ware Definition des Ermittlungssystems 
beinhaltet somit keine eindeutige und unstrittige Charakterisierung. DemgemaR 
stent sich die Frage nach der Vergleichbarkeit der gemaB der Beschreibung 
ermittelten Affinitatsangaben, mit denen des Stands der Technik. 

SEKTION V: 

2. Zudem ist aus Tabelle 1 zu entnehmen, daB auch der bekannte Antikorper 12CA5 
eine Affinitat im anspruchsgemaBen Bereich aufweist (2,6 x 10" bei Verwendung 
des Antigens Bio-N-HA). 

Anspruch 1 ist somit nicht neu hinsichtlich dieses Stands der Technik (Art. 33(2) 
PCT. 

Da der Antikorper 12CA5 bekanntlich zum Nachweis des Hemagglutinins wie 
auch zum Nachweis von Fusionskonstrukten verwendet wurde, ist auch der 
allgemein formulierte Venwendungsanspruch 9 nicht neu im Sinne von Art. 33(2) 
PCT. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/05783 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ^ 

3. Weitere monoklonale Peptid 9-Antik6rper sind in D1 und D2 beschrieben. Die 
monoklonalen Antikorper DB19/1 und DB19/25 weisen Dissoziationskonstanten 
von 1,8 X 10^ bzw. 1.8 x lO^IVI, was einer Affinitat von 0.56 x 10^ bzw. 0.56 x 10^ 
M"^ entspricht und im letzteren Fall nur unwesentlich unterhalb des anspruchsge- 
maBen Limits liegt. Da die Bestimmungssysteme von D1 und der voriiegenden 
Anmeldung nicht ubereinstimmen (sowohl hinsichtlich der Testmethode wie auch 
des eingesetzten Peptids, vgl, S. 1784, Table IV sowie die dazugehorige 
Legende), ist nicht auszuschlieBen, daB insbesondere der Antikorper DB 19/25 in 
den Schutzbereich von der Anspriiche 1 und 2 fallt. 

Weiterhin ist aus D2 der Peptid 9-spezifische Antikorper DB19/10, wenn auch 
ohne Affinitatsangabe, offenbart (D2, Example 8, und insbesondere S. 124, Z. 13 
- 24). 

4. Die Bereitstellung von monoklonalen Antikorpern moglichst hoher Affinitat ist all- 
gemein ein enwunschtes Ziel. In der routinemaBigen Herstellung von Hybridomen 
und deren Screening nach Klonen, die hochaffine Antikorper sekretieren. ist somit 
nichts erfinderisches zu sehen. 

Sollte jedoch die Bereitstellung von Antikorpern mit Affinitats- Oder Spezifitats- 
charakteristika mehr als nur die Ausiibung von Standardprozeduren erfordern, 
sind die so erhaltenen, besonderen Antikorper. im allgemeinen das Resultat von 
zufallsbedingten, ungesteuerten Rekomblnations-und Mutationsvorgangen. 

Daher scheinen Anspruche, die nicht auf Antikorper, die von einem speziellen, 
hinterlegten Hybrldomaklon produziert werden, eingeschrankt sind (Anspruche 1 - 
4), einerseits nicht die Erfordernisse der Art. 33(3) PCT zu erfullen oder 
andererseits nicht alle notwendigen technischen Merkmale zu beinhalten (Art. 6 
PCT). 

5. Angesichts der unklaren, funktionellen Definition der Antikorper gemaB Anspruch 
1 und 2, und des Fehlens verglelchbarer Affinitatsparameter gegenuber dem 
Stand der Technik gemaB D1 und D2. werden die Antikorper gemaB der 
Anspruche 3 - 5 lediglich als Aquivalente zu den im Stand der Technik gemaB D1 
und D2 vorbeschriebenen Antikorpern und somit als nicht erfinderisch 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/05783 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

angesehen. 

6. Das Verfahren gemaB Anspruch 6 entspricht dem Standardverfahren zur 
Etablierung und zum Screening von Hybridomalinien. 

Anspruch 6 ist somit nicht erfinderisch (Art.33(3) PCT). 

Weder die Auswahl des Fusionspartners, noch des Immunogens Oder des im 
Screening eingesetzten Antigens ist ursachlich mit der Erzielung besonderer und 
unerwarteter Affinitatseigenschaften korrellierbar. 

Daher werden auch die Anspruche 7 und 8 nicht als erfinderisch angesehen. 

7. Anspruch 9 bezieht sich auf die konventionelle Verwendung eines Antil<6rpers als 
Bindungspartner in Immuntestverfahren. Neuheit und erfinderische Tatigkeit des 
vorliegenden Verwendungsanspruchs sind somit aufgrund des Fehlens eines 
neuen und erfinderischen Hauptanspruchs ebenfalls nicht gegeben (Art. 33(2) 
und (3) PCT). 

SEKTION VII: 

8. Jn Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT sind in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und D2 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATiONALE ZUSAMMENARBEIT 
vtH «Mu u«g^^ GEBIET DES PATENTWESENS 



09/284787^ 



INTERNATIpNALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

4514/OA/WOKoe 



WEITERES 
VORGEHEN 



stehe Mrtteilung Ober die Ubermittlung des intemationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/lSA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkl 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/MonaVJahr) 

20/10/1997 



(FrOhestes) Prioritatsdatum (Taj 

21/10/1996 



(T ag/Monat/Jahr) 



Anmelder 



BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 
Artikel 18 ubermittelt, Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt. 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _5 _ — Blatter. 

Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
2. Q Mangelnde Einheitllchkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

[71 In der intemationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotld- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die intemationale 
^ Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzproto kolls durchgefQhrt. 

I I das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 
lYI das vom Anmelder getrennt von der intemationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

□ dem iedoch keine ErklSrung beigefOgt war. daB der Inhart des Protokolls nicht Qber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

Q das von der Intemationalen Recherchenbehdrde in die ordnungsgemaSe Fomi Qbertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[7] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

n wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von ^^'^ser Behorde 
^ festaesetzt Der Anmelder kann der Intemationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem dS der A^Tendung dieses intemationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme voriegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. n wie vom Anmelder vorgeschlagen 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 



fxl keine der Abb. 



I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



Internationales Aktenzeichen 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 97/05783 



F Id I Bemerkung n zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherGhierbar erwiesen haben (Fortaetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fQr bestimnrtte Anspruche kein Recherchenbericht ersteltt: 



well sle sich auf Teile der internationalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordeaingen so wenig entaprechen, 
daB sine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



weil es sich dabei urn abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 



F Id II Bemerkungen bei mangelnder EinheWichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkfc 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt. daB diese intemationale Anmeidung mehrere Erfindungen 



□ Da der Anmelder alte erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich 
intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche der internationalen Anmeidung. 




weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 





2. 



□ 




Gebuhr aufgefordert. 



3. 



□ 




sind, namlich auf die AnsprQche Nr. 



4. 



□ 




Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs 



Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 




Die Zahlung zusatzHcher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA^I 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 



Irrtemationales Aktenzeichen PCT/EP 97/05783 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Bemerkung : Obwohl der Anspruch 9 (teilweise, in so weit es sich handelt 
urn ein in vivo Verfahren) sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenonmen wird, bezieht, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusamnensetzung, 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C07K16/10 C12P21/08 G01N33/577 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder naoh der nationalen Klaaaifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTEGEBIETE 



Reoherohierter MindestprQfstoff (Klassifikationssystenri und Klasaifikatlonssymbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherohierte aber nicht zum Mindestprtfetoff geharende VerOffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Qebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Nanie der Datenbank und evtJ. venwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie** Bezetchnung der Verdffentlichung, soweit erforderilch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



M. HINDS ETAL.: "Synthesis, 

conformational properties, and antibody 

recognition of peptides containing 

beta-turn mimetics based on 

al pha-al kyl prol i ne deri vati ves . " 

JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY, 

Bd. 34, Nr. 6, Juni 1991, WASHINGTON, DC, 

USA, 

Seiten 1777-1789. XP002057282 
siehe Seite 1783, rechte Spalte, Zeile 29 
- Seite 1784, rechte Spalte, Zeile 61 
siehe Tabelle IV 

-/-- 



1,6,9 



0 



Weitere Verfiffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen VerSffentlichungen 
*A" VerOffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen ist 
'E' aiteres Dokument, das jedoch erst am oder naoh dem intemationalen 

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 
■L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhafl er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerSffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerOffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wte 
ausgefQhrt) 

*0' Verdffentlichung, die sich auf eine mOndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maf5nahmen bezieht 

■P* Verflffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist 



T" SpStere Verdffentlichung, die nach dem intemationaien Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist und mit der 
Annrteldung nicht konidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Effindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X" Verflffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmohte Erfindung 
kann allein au^rund dieser VerOffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet werden 

"V Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verflffentlichung mit einer oder ntehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Fachmann naheliegend ist 

■&■ Veraffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



27.Februar 1998 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberiohts 



19. 03.98 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P,B. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Nooij, F 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


i\axegone 


DcZdcnnung ucr vsruiisrruicnuny j sowsh bi luiuBiiicn unusi ^viyciuvs ucsi ■■■ Ddiowiii i\uiiiiiidiu«?ii i die 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


p. KOLODZIEJ ET AL. : "Epitope tagging and 


1-9 




protein surveillance." 






MFTUnn^ TN FM7YMni OfiY 






Bd. 194, 1991, NEW YORK, NY, USA, 






Seiten 508-519, XPO02O57283 






in der Anmeldung erwahnt 






siehe Seite 510, Zeile 25 - Seite 511, 






Zeile 6 




A 


— 

J. FIELD ET AL.: "Purification of a 


1-9 




RAS-responsi ve adenylyl cyclase complex 






from Saccharomyces cerevisiae by use of an 






epitope addition method." 






MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 






DQ • o, nir. o, rial J.700, wMon 1 iMu 1 UN , uu. 






USA, 






Seiten 2159-2165, XPOO2057284 






in der Anmeldung erwahnt 






siehe Seite 2160, linke Spalte, Zeile 31 - 






Zeile 44 




A 


— 

Y. CHEN ET AL.: "Expression and 


1-9 




localization of two low molecular weight 






GTP-binding proteins, Rab8 and RablO, by 






epitope tag. " 






PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 






SCIENCES OF THE USA, 






RH on Mr 1Zl 1^ .1ij1 i 1QQ'^ WA^HTMHTON 






DC, USA, 






Seiten 6508-6512. XP0O2O57285 






in der Anmeldung erwahnt 






siehe Zusamtienfassung 






siehe Abbi Idung 1 




A 


WO 92 09300 A (ITEREC PHARMACEUTICALS LTD, 


1-9 




PARTNERSHIP) ll.Juni 1992 






siehe Bei spiel 8 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



International Application No 

PCT/EP 97/05783 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Pul^lication 
date 



wo 9209300 A 



11-06-92 



AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 



668347 B 
2090860 A 
0558671 
6507378 
5504190 
5556762 



02-05-96 
22-05-92 
08-09-93 
25-08-94 
02-04-96 
17-09-96 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS / 2^ HI 87 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

BOEHRINGER MANNHEIM GmbH 
- Patentabteilung 
D-68298 Mannheim 
GERMANY 



K 

Si_ 

Kn 



BOEHRINGER ^W^NHE1M GMBH 

BEBEICH PATENTE 



Eng. 23. Marz 1998 



ErI. 



Sz 



Be 



PCT 



F 



Wb 

Kt 



"ppI 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

i/d 

{Rpqdl 44.1 PCT) 



1 




Ab4endedaium 
(T sg/Monat/Jahr) 



1 9.03.98 



Aktenzeichen des Anmeiders oder Anwatts 

4514/OA/WOKoe _ 



WEITERES VORGEHEN 



stehe Punkt 1 und 4 unten 



lntemation£iles Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



Internationales Anmeidedatum 
(Tag/Monat/Jahr) jQ/ IQ' 1997 



Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der intemationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Aitikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der intern ationalen Anmeldung andem (stehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ubiichenweise zwei Monate ab der Ubemiittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind die Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr: (41-22) 740.14.35 

Ndhere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 1 7(2)a) ubermittelt wird. 

3. I — I Hinsichtlich des Widerspruchsgegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
" — ' dem Anmelder mitgeteilt, daB 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem I ntem ationalen Buro Qbermittelt worden 
sind. 



□ 



noch keine Entscheidung Qber den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die intemationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent^ 
licht. Will der Anmelder die Verdffentiichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .T 
bzw. 9Cr'?3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fOr die intemationale Veroffentlichung eine Erklarung Qber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf intemationale voriaufige PrQfung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogar noch linger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 IVIonaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vomehmen, die nicht innerhalb von 1 9 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklanjng ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahit werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht veriaindlich ist. 



Name und Postanschrift der Intemationaien Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
y^lll NL-2280 HV Rijswijk 
Q/Jl Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bedienstet< 

Deborah Grand 



or 



Formblatt PCT/lSA/220 (Januar 1994) 



^7/ 



.A, 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen sollen gaindlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaB Artikel 1 9 geben. Oiesen Anmerkungen 
liegon die Erfordernisse des Vertrags uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesena (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaitungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bet Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texlen sind letztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Veroffentlichung der 
WlPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhalt des intemationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die Anspruche der intemationaien 
Anmeldung zu andem. Es ist jedoch zu betonen, daB, da alle Telle der intemationalen Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnun^en) wihrend des intemationaien vorlaufigen Prufungsverfahrens geSndert werden konnen, normalerweise keine Notwendigkett 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B, zum Zwecke eines voriaufigen 
Schutzes die Veroffentlichung dieser Anspruche wunscht oder ein anderer Gnjnd fur eine Anderung der Anspruche vor ihrer intemationa- 
len Veroffentlichung voriiegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein voriaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 



Welche Tei!e der intemationalen Anmeldung konnen geandeit werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 kdnnen nur die AnsprOche geandert werden. 

In der intemationalen Phase konnen die Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauf- 
tragten Behdrde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauflragten Behdrde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase konnen atle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermittlung des intemationalen Recherchenberichts oder innerhaib von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater ablauft. Die Anderungen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen Buro nach Ablauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der tech nischen Vorbereitungen fQr die 
intemationale Verdffentlichung (Reget 46.1) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Intemationalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intemationalen Recherchenbehorde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemationale vortSufige Prufung eingereicht wurde^ird, siehe unten. i 

In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Andenjng kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der etngereichten Fassung. 

Fur jedes Anspruchstslatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fail einer Neunumerierung sind die Anspnjche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaitungsrichtlinien, Abschnitt 205 b}). 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, in der die Internationale Anmeldung veroffentlicht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begleitschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geSnderten Anspruchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu venwechseln mit der "Erkiarung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "Eri^larung nach Artikel 1 9 (1 )"). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders in engtischer oder franzosischer Sprache abzufassen. Bel englischspra- 
chigen intemationalen Anmeldungen ist das Begleitschreiben aber ebenfalls In englischer, bei franzdsischsprachigen inter- 
natlonalen Anmeldungen in franzosischer Sprache abzufassen. 



I 



Anmeriojngen zu Formbtatt PCT/IS A/220 (Blatt 1 ) (Januar 1994) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISAy220 (Fortsetzung) 



Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingerelchten Fassung und den geanderten Anspruchen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspnjch in der intemationalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen Anspruchen konnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Anspruch unvertndert ist; 

it) der Anspruch gestrichen worden ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere Anspruche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zunuckzufuhren ist. 



Im folgenden sInd Beispiele angegeben, wie Anderungen im Begleitschreiben zu eriautern sind: 

1 . (Wenn anstelie von ursprungtich 48 Ansphjchen nach der Anderung einiger Anspruche 51 Anspruche existieren]: 

"Die Anspriiche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte Anspruche gleicher Numerierung ersetzt; Anspruche 
30, 33 und 36 unverSndert; neue Anspruche 49 bis 51 hinzugefugt." 

2. [Wenn ansteile von ursprunglich 1 5 Anspruchen nach der Anderung aller Anspruche 1 1 Anspruche existieren]: 
"Geanderte Anspruche 1 bis 11 treten an die Stelle der Anspruche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprunglich 1 4 Anspruche existierten und die Anderungen darin bestehen, daB einige Anspruche gestrichen werden und 
neue Anspriiche hinzugefugt werden): 

Anspruche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; Anspruche 7 bis 13 gestrichen; neue Anspruche 15, 16 und 1 7 hinzugefugt. Oder An- 
spruche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefugt; alle ubrigen Anspruche unverandert." 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefuhrt werden]: 

"Anspruche 1 -1 0 unverandert; Anspruche 1 1 bis 1 3, 1 8 und 1 9 gestrichen; Anspruche 1 4, 1 5 und 1 6 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17in geanderte AnsprOche I5,16und 17 unterteilt; neue Anspruche 20 und 21 hinzugefugt." 

''Erfclamng nach Artikel 19(1)-* (Regel 46.4) 

Den Anderungen kann eine Erklarung beigefugt werden, mit der die Anderungen eriautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) geandert werden kdnnen). 

Die Erklarung wird zusammen mtt der intemationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen veraffentlicht. 
Sle ist In der Sprache abzufassen, in der die intematlonalenAnmeldung veroffentlicht wird. 

Sie muB kurz gehalten sein und darf , wenn in englischer Sprache abgefaRt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr als 500 
Wdrter umf assen 

Die Eri^larung ist nicht zu venwechsein mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den Anspruchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten Anspmchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "Erklarung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erkiarung darf keine herabsetzenden AuBerungen uber den intemationalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefuhrten Veroffentlichungen enthaiten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefuhrte Verdffentltchun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 

Auswirkungen eines bereits gestellten Antrags auf Internationale vorlauflge Prufung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf intemationale voriaufige Prufung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemationalen 
Buro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragen Behorde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 

Auswirkungen von Anderungen hinsichtlich der Ubersetzung der intemationalen Anmeldung beim Eintritt in die 
nationale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in die nationale Phase moglichenweise anstatt oder zusatzlich zu der Uber- 
setzung der Ansprtjche in der eingereichten Fassung eine Ubersetzung der nach Artikel 19 geanderten Anspruche an die 
bestimmten/ausgewahlten Amter zu ubermittetn ist. 

Nihere Einzelheiten uber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahlten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fOr Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Fomiblatt PCT/lSA/220 (Blatt 2} (Januar 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowi Regein 43 und 44 PCT) 



AKtenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

45U/0A/W0Koe 


WEITERES s\ehQ Mttteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 

Recherchenberichts (FormWatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


IntemationaJes AKtenzeichen 

PCT/EP 97/05783 


Internationales Anmeldedatum 
(T sg/Manat/Jahr) 

20/10/1997 


(FrOhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

21/10/1996 


Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al . 



Dieser intern ation ale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbeh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt. 



Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 5 



Blitter. 



lY] DarOber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld il). 

3. In der intemationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die intemationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzproto kolls durchgefuhrt, 

[ I das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

fX^ das vom Anmelder gelrennt von der intemationalen Anmeldung vorgelegt wurde» 

I [ dem iedoch keine ErKI§rung beigefugt war, daO der Inhatt des Protokolls nicht Qber den 

Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

I I das von der Intemationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung 

[)(] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

fx] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Intemationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses intemationalen Recherchenberichts eine Slellungnahme voriegen. 



6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu ver6ffentlichen: 

Abb. Nr. Q wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbiidung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatl 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales AKtenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



Peld i Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht rech rchi rbar erwiesen haben (Fortsetzung v n Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fQr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 

1 . 1x1 AnspriSche Nr. ... u 

well Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Beharde nicht verpfiichtet ist, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEM PCT/ISA/210 



^ ^ weH 3ie*3ich^auf Teile der intern ationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daS eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namfich 



^ ^ weH es s^ch'dabei urn abhSngige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaW sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbeh6rde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichlet hat, erstreckt sich dieser 
I 1 intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der intemationalen Anmeldung, 

2 I I Da fur atle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Artaoitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzltche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Intemationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 

Gebuhr aufgefordert. 

3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspnache der intemationalen Anmeldung, fur die GebOhren entrichtet worden 

sind, nSmlich auf die Anspruche Nr. 



4 I 1 Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzertig entrichtet. Der intemationale Recher- 

chenbericht beschrankl sich daher auf die in den Anspruchen zuerst enwShnte Erfindung; diese ist m folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs I I Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

^ I 

I j Die Zahlung zusfitzlicher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 97/05783 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ £10 



Bemerkung : Obwohl der Anspruch 9 (teilweise, in so weit es sich handelt 
um ein in vivo Verfahren) sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenomnen wird, bezieht, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusamnensetzung. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verflffentlichungen, die zurselban Patentfamilie gehdren 



Intemationalea Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05783 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VerfiHentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Verdffentlichung 



WO 9209300 A 



11-06-92 



AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 



668347 B 
2090860 A 
0558671 A 
6507378 T 
5504190 A 
5556762 A 



02-05-96 
22-05-92 
08-09-93 
25-08-94 
02-04-96 
17-09-96 
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(30) Prioritatsdaten: 

196 43 314.2 
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Mannheim (DE). 

(72) Erfinder; und 
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VerofFentlicht 

Mit intemahonalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf derflir Anderungen der Anspriiche zugelassenen 

Frist. Verdffentlichung wird wiederholi falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) TiUe: MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST THE YPYDVPDYA EPITOPE, PROCESS FOR PRODUCING THE SAME AND 
THEIR USE 



(54) Bezeichnung: MONOICLONALE ANTIKORPER GEGEN DAS EPITOP YPYDVPDYA, VERFAHREN ZU DEREN HERSTEL- 
LUNG UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract 



Monoclonal antibodies against the YPYDVPDYA epitope derived from the haemaggiutinin of the human influenza virus arc useful 
for detecting and isolating native haemaggiutinin of the human influenza virus, modified haemaggiutinin or haemaggiutinin fusion proteins 
and have an affinity > 10* M"*. in particular from 10^ to 10'° M"'. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffl monoklonale Antikttrper gegcn das Epitop YPYDVPDYA, das aus dem Hemagglutinin des humanen 
Influenzavirus abgelcitet ist und die zum Nachweis und zur Isolierung von nativcm Hamagglutinin des humanen Influcnzavirus, von 
modifiziertem Hamagglutinin oder von Hamagglutinin-Fusionsproieinen gecignct sind sowie cine Affinitat > lO^M*', insbesondert von 10* 
bis iO'^M-' aufwcisen. 
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Monoklonale AntikSrper gegen das Epitop YPYDVPDYA, Verfahren zu deren 
5 Herstellung und ihre Venvendung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen das Epitop YPYDVPDYA, das 
aus dem Hamagglutinin des humanen Influenzavirus abgeleitet ist und die zumNachweis 
und 2ur Isoliemng von nativem Hamagglutinin des humanen Influenzavirus, von modifi- 
10 ziertem Hamagglutinin oder von Hamagglutinin-Fusionsproteinen geeignet sind sowie 
eine AfEnitat > 10** M\ insbesondere von 10® bis 10*** aufweisen. 

Hamagglutinine sind Substanzen - meist Glykoproteine - mit der Fahigkeit, Erythrocyten 
zu agglutinieren. Sie kommen u.a. als Bestandteile von Viren, wie z.B. in Myxoviren 

15 oder Pockenviren vor. Von besonderer Bedeutung ist das Hamagglutinin (HA) des 
Influenzavims, einem membranumhuUten Virus mit einem (-) KNA-Genom. Das Influ- 
enza-Hamagglutinin ist ein transmembranales Oberflachenantigen, das in Form von 
Spikes aus der spharischen Lipidhulle herausragt, wie man aiif elektronenmikroskopi- 
schen Aufnahmen erkennen kann. Die HA-Spikes sind Trimere, deren Monomere aus 

20 zwei Polypeptidketten bestehen, HAl (46.000-65.000 D) und HA2(2 1.000-30.000 D). 
Das Hamagglutinin in der Membran des Influenzavirus ermoglicht es dem Virus, in 
empfangliche Wirtszellen, z.B. des Respirationstraktes, einzudringen. 

BekanntermaBen sind Antikorper gegen Hamagglutinin effektive Hemmer der Virusin- 
25 fektion. Die spezifische Affinitat des Antikorpers gilt im allgemeinen jedoch nicht fur das 
gesamte makromolekulare Protein, sondem nur fiir ein spezielles Epitop. 

Um Proteine zu anaiysieren, ist heute die Technik des Epitop-Taggings, d.h. das Anfiigen 
eines Epitops an ein Protein durcli molekularbiologischc Techniken, eine haufig ange- 
30 wandte Methode und prinzipiell unabhangig vom verwendeten Epitop. Dabei wird die 
Primarsequenz eines beliebigen Proteins mit Hilfe rekombinanter Techniken um einige 
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wenige Aminosauren erweitert. Ausschlaggebend ist lediglich das Vorhandensein eines 
spezifischen und hochaffinen Antikorpers mit bekannter Erkennungssequenz. Mit Hilfe 
von Antikorpem, die spezifisch gegen den erwehertenProieinanteilgerichtet sind, bietet 
diese Methode die Mdglichkeit, z.B. das Molekulargewicht eines Proteins, seine zellulare 
5 Lokalisation, posttransiationale Modifiziemngen oder Wechseiwirkungen mit anderen 
Faktoren zu anaiysieren, ohne dafl Protein-spezifische Antikorper vorhanden sein 
mtissen. 

Viraie Epitope haben dabei gegeniiber zeilularen Epitopen den Vorteil, dafi diese Pro- 
10 teinsequenzen in bakteriellen und eukaryontischen Proteinen in der Regel nicht vor- 
kommen und damit keine Kreuzreaktionen in bakteriellen oder zeilularen Systemen zu 
erwarten sind, 

Ein haufig in der Literatur beschriebenes virales Epitop, das fiir derartige Analysen ver- 
15 wendet wird, ist aus dem Hamagglutinin des humanen Influenzavirus abgeleitet. Dieses 
Epitop weist die Aminosauresequenz YPYDVPDYA (98-106) auf (Field, J. et al (1988), 
Mol. Cell. Biol. Vol. 8, Nr. 5, 2159-2165 und Wilson et al.. Cell 37, 767 - 778, 1984). 
Monoklonale Antikorper (mAK) gegen dieses Epitop sind beschrieben und verfiigbar, so 
Z.B. der mAK 12CA5 (P.A. Kolodziej und Young, R.A., Meth. Enzymol. (1991). Vol. 
20 194, 508-519; Chen, Y.-T. et al (1993), Proc. NaU. Acad. Sci., Vol. 90, 6508-6512)) 
und der Anti-HA-BabCo. 

Diese Antikorper besitzen jedoch den Nachteil, dafi ihre Affinitat nicht genugend hoch 
ist, was dazu fiihit, dafl fur eine sensitive Detektion entsprechender Fusionsproteine der 
25 Epitop-spezifische Antikorper in einer hohen Konzentration eingesetzt werden muO, wo- 
durch unspezifische Wechseiwirkungen hervorgerufen werden konnen, die z.B. als 
Kreuzreaktionen im Western-Blot deutlich werden (vgl. Chen et al., S. 6510). 



Bedingt durch die unzur eichende AiSiiitai ist auch eine geringere Sensitivitat derbe- 
30 kannten Anti-HA-mAK zu verzeichnen. 
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Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugninde, monoklonale Antikorper gegen das 
virale Epitop YPYDVPDYA bereitzustellen, die eine hohere AfEnitat aufweisen und die 
somit zu hociisensitiven Hamagglutiran-Nachweisen oder HA-Fusionsprotein-Nach- 
weisen geeignet sind und reproduzierbare Ergebnisse liefem. 

5 

ErfindungsgemaB wurden monoklonale Antikorper bereiigestellt, die das Epitop mit der 
Aminosauresequenz YPYDVPDYA (98-106) des Hamaggiutinis des humanen Influen- 
zavims sowie entsprechende Fragmente hiervon erkennen und eine Affinitat > 10* M\ 
insbesondere von 10^ - 10^° M"^ aufweisen. Unter Epitopfragmenten warden dabei ins- 
10 besondere soiche Aminosauresequenzen verstanden, die mindestens 70% der Sequenz 
YPYDVPDYA entsprechen bzw. mindestens um ein bis zwei terminale Aminosauren 
verkiirzt sind. 

Zur Hersteliung der monoklonaien Antikorper wurden Kleinsauger, vorzugsweise Rat- 
15 ten, wie z.B. Lou/C-Ratten oder Mause, wie z.B. BalbC-Mause, oder Kaninclien, mit 
einem nach Standardmethoden synthetisierten HA-Peptid immunisiert. Es wird als An- 
tigen ein ungekoppeltes HA-Peptid oder ein HA-Peptid, das gegebenenfalls iiber ein 
Carrier-Protein N- oder C- terminal gekoppelt ist oder ein HA-Fusionsprotein eingesetzt. 
Vorzugsweise wurden als Carrier-Proteine Keyhole Limpet Hamocyanin (KLH) oder 
20 Bovines Serumalbumin (BSA) verwendet. AnschlieBend wurden B-Lymphozyien aus der 
Milz der Tiere isoliert und durch Zellfiision mit geeigneten Myelomzellen oder nach 
anderen an sich bekannten Verfahren, wie z.B. mittels Onkogene (Jonak, Z.L. et al, 
(1988) Adv. Drug Rev. 2:207-228) oder in einem elektrischen Feld (Zimmermann, U. 
(1982) Biochim. Biophys. Acta 694:227-277) immortalisiert. ErfindungsgemaB bevor- 
25 zugt wurde die Zellfiision mit Milzzellen von Lou/C-Ratten und Myelomzellen der Linie 
MausP3x63-Ag8,653 (Kearney, J.F. et al (1979), J. Immunol. 123, 1548-1550) durch- 
gefiihrt. 

Dabei werden die Lymphozyten und die Myelomzellen nach den bekannten Verfahren, 
30 insbesondere Polyethylenglykolfusion (PEG), Virus-Fusion oder Elektrofusion fiisioniert 
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und entstehende Hybridzellen (Zellklone) nach ebenfalls bekannten Verfahren, wie z.B. 
durch Einsatz von Selektionsmedien, seiektiert. 

So wurden beispielsweise positive Klone zunachst mit HA-Peptiden und dann mit HA- 
5 Fusionsproteinen getestet. In einem ersten Screen wurde ein biotinoyliertes HA-Peptid, 
Z.B. Bio-C-HA (Acetyl-YPYDVPDYAGSGSK(8-Bionoyi)-Amid) oder Bio-N-HA 
(Biotinoyl-e-Aca-SGSGYPYDVPDYA-Amid), und in einem zv/eiten Screen eine HA- 
getaggte Glutathion-S-Transferase (GST) verwendet. Wiederum positive Klone wurden 
anschlieBend mit Hilfe der Plasmonresonanz in einem BiaCore-System auf ihre AfBnitat 
10 untersucht und seiektioniert. 

Die Hybridzellen wurden nach bekannten Verfahren kloniert, kultiviert und vermehrt und 
gegebenenfalis in flussigem Stickstoff aufbewahrt. 

15 Als aktivste Zellklone mit stabiler Antikorperproduktion wurden die Zellinien R 3F10, R 
3A12 und R 6D12 etabliert. Das Hybridom R 3 A12 wurde in der Deutschen Stamm- 
sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Mascheroder Weg ib, 38124 
Braunschweig unter der Nummer DSM ACC2286 am 08. 1 0. 1 996 hinterlegt. 

20 Zur Antikorpergewinnung wurden die Hybridzellen in der Zellkultur oder gegebenenfalis 
in vivo durch Tranplantation als Ascitestumore weitervermehrt. Die mAK wurden aus 
den Zellkulturuberstanden oder gegebenenfalis aus der Ascitesflussigkeit der tumor- 
tragenden Versuchstiere isoliert. 

25 ErfindungsgemaB werden die von den Hybridzellen in hoher Konzentration produzierten 
mAK, die sich durch ausgezeichnete Spezifizitat und Bindungsstarke fur das Epitop 
YPYDVPDYA des Hamagglutinins des humanen Influenzavirus bzw. fiir entsprechende 
Epitop-Fragmente auszeichnen, erhalten. Sie ermoglichen den hochsensitiven Nachweis 
und die Isclicroag von Hamagglutinin so^^'ie voa Proteinen, an die das HA-Epitop 

30 YPYDVPDYA angefiigt wurde. 
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Die Affinitat der erfindungsgemaCen mAK liegt bei > 10* ^^^ So envies sich die AflSni- 
tat des mAK 3F10 mit 10^° M"^ ungefahr um das 30-fache hoher als die der bekannten 
Antikorper 12CA5 (lO^M"^) und BabCo (10^ M^): 

Die Affinitat der erfindungsgemaOen mAK 3A12 und 6D12 betragt IO'M'^ und liegt 
5 damit ebenfalls iiber der der bekamiten Antikorper. Die ernndungsgemaBen mAK sind in 
wesentlich geringeren Konzentrationen einsetzbar und Kreuzreaktionen sind nahezu aus- 
zuschlieQen. Sie ermbglichen eine verbesserte Sensitivitat der Detektion. Es zeigte sich, 
daB sie sowohl natives HA des Influenzavinis, modifiziertes HA als auch HA-Fusiohs- 
proteine erkennen. Sie sind somit in an sich bekannten Nachweisreaktionen, wie z.B. 
10 dem Festphasen-Zwei-Seiten-Bindungstest zur Bestimmung von Proteinen sehr gut ein- 
setzbar. 

Legenden zu den Abbildungen 
15 Abbildung 1: 

Affinitaten der erfindungsgemaOen mAK im Vergieich zu den mAK 12CA5 und Anti-HA 
BabCo. 

Abbildung 2: 

20 Immunoblot- Analyse eines HA-modifizierten Glutathion-S-transferase-Proteins mit er- 
findungsgemaflen mAK (Klon 3F10) und anti-HA nach dem Stand der Technik (Klon 
12CA5); a) Detektion mit anti-Ratte-Peroxidase, b) anti-Ratte-Biotin/Streptavidin- 
Peroxidase. 

25 Abbildung 3: 

Immunoblot- Analyse eines HA-modifizierten Glutathion-S-transferase-Proteins mit er- 
findungsgemaCem mAK (Klon 3F10) und anti-HA nach dem Stand der Technik (Klon 
12CA5). 



30 
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Abbildung 4: 

Immunoblot-Analyse eines HA-modifizierten Glutathion-S-transferase-Proteins mit 
Enzym (Peroxidase-) Konjugaten eines erfindungsgemaBen Antikdrpers (Klon 3F10) und 
eines Antikorpers entsprechend dem Stand der Technik (Klon 12CA5). 

5 

Abbildung 5: 

Inununpraapitation eines HA-modifizierten Green-Fluorescent (GFP-HA)-Proteins mit 
erfindungsgemafiem mAK (Klon 3F10) und anti-HA nach dem Stand der Technik (Klon 
12CA5). 

10 

AnschlieQend wird die Erfindung an folgenden Ausfiihnmgsbeispielen naher eriautert. 
Beispiel 1: 

15 

Herstellung der Klonft R 3F1Q. R 3 A12 und R 6D12 
HA-Peptid-Hersteilung 

20 Foigende Peptide wurden synthetisiert: 

Bio-C-HA(Acetyl-YPYDVPDYAGSGSK(e-Biotinoyl)-Amid) 

Bio-N-HA (Biotinoyl-e-Aca-SGSGYPYDVPDYA-Amid) 

KLH-MPS-CUZU-HA-C 

KLH-MPS-CUSU-HA-N 

25 

Immunisieiung von Kleinsaugem 

Lou/C-Ratten wurden intraperitoneal mit KLH-gekoppeltem HA-Peptid nach folgendem 
Schema immunisiert: 

30 
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Zu einer Grundimmunisierung der Tiere wurden 50 |ig KLH-gekoppeites HA-Peptid in 
komplettem Freund'schen Adjuvans injiziert. 

Weitere Immunisierungen Avurden mit 50 ^g KLH-gekoppeltem HA-Peptid in inkom- 
5 plettem Freund'schen Adjuvans durchgefiihrt. 

Fusion 

Die sich anschlieBende Fusion der Milzzellen von den Lou/C-Ratten erfolgte mit Maus 
10 P3x63-Ag8,653 in Gegenwart von PEG nach Kremmer et al (1990) Hybridoma 9, 309- 
317. 

Durchfuhrung der Selektion der Klone 
15 Screening-Schema: 
1. Screen 

Eine S A-beschichtete Mikrotiterplatte (MTP) wurde mit 1 ^g/ml Bio-C-HA bzw. 
Bio-N-HA beschichtet, 

20 - Hybridomatiberstande wurden unverdiinnt verwendet und in die beschichtete MTP 
gegeben, 

die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgte mit Hilfe von Anti-Ratte-POD- 
Konjugat/TMB-Substrat. 

25 2. Screen 

Eine Maxisorb-MTP wurde mit HA-getaggter GST ( 1 nl/ml in Carbonat-Puflfer) 
beschichtet, 

die beim I. Screen ausgewahiten Hybridomaiiberstande wurden wiederum unver- 
dunnt verwendet und in die beschichtete MTP gegeben, 
30 - die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgte mit Hilfe von Anti-Ratte-POD- 
Konjugat/TMB-Substrat. 
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374, Screen 

Es wurden BiaCore-Messungen mit analoger Beschichtung durchgefiihrt. 
5 Ergebnis 

Mit Hilfe der Plasmonresonanz in dem BiaCore-System wurden 5 Klone mit der hoch- 
sten AflSnitat und der langsten Halbwertszeit der Dissoziation seiektioniert, Sie wurden 
mit R 3F10, R 3 A12, R 6D12, R 4H10 und M5B9 bezeichnet. Die Aflfinitat war nur ge- 
10 ringfugig untersciiiedlich in Abhangigkeit der biotinoylierten Position der Peptide (C- 
oder N-Terminus - vgl. Abb. 1). 

Die Klone R 3F10, R 3A12 und R 6DI2 wurden als Zellinien etabliert. Sie zeigen ein 
gutes Wachstum imd eine stabile Antikorperproduktion, wobei die produzierten Anti- 
15 korper eine urn den Faktor 10 bis 100 hohere Afi&nitat als die monoklonaien Antikorper 
des Standes der Technik 12CA5 und Anti-HA BabCo aufweisen. 

Abb. 1 zeigt die Afflnitaten der erfindungsgemafien mAK im Vergleich zu den mAk 
12CA5 und Anti-HA BabCo. 

20 

Beispiel 2 

Bestimmung der Affinitatkonstanten sowie der Geschwindigk eitskonstanten der Asso- 
ziation und Dissoziation der produzierten Antikorper 

25 

Die Bestimmung der AfiBnitatskonstanten sowie der Geschwindigkeitskonstanten der 
Assoziation und Dissoziation der produzierten Antikorper erfolgte mit BIAcore der 
Finna Pharmacia Biosensor (EL\ steht Sir BiospeziSsche Interaktions Analyse). Das 
Messprinzip bemht auf der "Surface Plasmon Resonance". Die Messung wird auf einem 
30 Biosensor, dem sog. Sensorchip durchgefiihrt. An den mit Streptavidin beschichteten 
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Sensorchip wird das biotinylierte Peptid durch eine nichtkovalente, hochafiBne Bindung 
gekoppelt. liber diesen Sensorchip wird eine Losung des zu untersuchenden Antikorpers 
geleitet, wobei der Antikorper durch nichtkovalente Wechselwirkungskrafte an das 
immobilisierte Peptid gebunden wird. 

5 

Durch die Bindung der einzelnen Komponenten erhoht sich die Massendichte auf der 
Oberflache des Sensorchips, die vom Gerat in ein proportionaies Messignal umgewandelt 
wird. Aus der zeitlichen Anderung des Signals, dem Sensorgramm, lassen sich die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation und daraus die Affinitats- 
10 konstante berechnen. 

Die Antikorper-Peptid-Komplexe lassen sich ohne Beeintrachtigung der an die Oberfla- 
che gebundenen Peptide mit einfachen Mittein wieder ablosen, so daB an demselben 
Sensorchip weitere Bindungse x pe rimen te unter identischen Randbedingungen durchge- 
15 fuhrt werden kbnnen. i 

Zur Kopplung der biotinylierten Peptide an den Sensorchip (SA, Pharmacia Biosensor) 
wird eine Losung mit einer Konzentration von 50 nMol/I in HBS (10 mMol/1 HEPES, 
150 mMol/1 NaCI 3,4 mMol/1 EDTA 0,05 % P20 pH 7,4) uber den Sensorchip mit einer 

20 FluBrate von 5 ml/min geleitet. 

Danach werden die Antikorper in HBS zugegeben und die Bindung an die Peptide bei 
einer FluOrate von 10 ^l/min verfoigt. Aus den Sensorgranunen werden die Geschwin- 
digkeitskonstanten der Assoziation und der Dissoziation der Bindung der Antikorper an 
die Peptide mit Hilfe einer Software des Herstellers (BIAevaluation 2. 1, Pharmacia Bio- 

25 sensor) berechnet. Die Aflfinitatskonstante berechnet sich nach Ka = kon/koflf. Die so 
ennittelten Werte der erfindungsgemaQen Antikorper an Bio-C-HA und BioN-HA als 
Antigene sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. 
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TabeUe 1 



anti-HA-mAb 


Antigen 


kon 


koff 


Ka 






l/mors 


1/s 


l/mol 


Babco 


Bio-C-HA 


9.5 E +3 


1.0 E^ 


9.3 E +6 


12CA5 


Blo-C-HA 


2.3 E*4 


2.6 E -4 


9.2 E ^7 


R3F10 


Bio-C-HA 


5.9 E +5 


4.8 E -5 


1.2 E +10 


R3A12 


Bio-C-HA 


1.7 E +5 


5.4 E -4 


3.1 E +6 


R6012 


Bio-C-HA 


4.0 E +5 


7.6 E^ 


5.2 E +9 


Babco 


Bio-N-HA 


1.2 E +4 


5.0 E^ 


i3E*7 


12CA5 


Bio-N-HA 


5,3 E +4 


2.1 E-4 


2.6 E*8 


R3F10 


Bio-N-HA 


6.2 E +5 


9.1 E -5 


6.8 E +9 


R3A12 


BiO-N-HA 


7.7 E +5 


1.4 E -4 


5.7 E +9 


R6D12 


Bio-N-HA 


5.9 E +5 


1.2E^ 


5.1 E +9 
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Beispiel 3 

Vergieichende Immunoblot- Analyse einesRVmodifizienen Prateins unter Verwendung 
eines erfindungsgemaBen Antikorpers und eines aus dem Stand der Technik bekannten 
5 Antikorpers 

3.1. Variation des Antigens 

Mit dem HA-Epitop modifizierte Glutathion-S-transferase (GST-HA) wurde seriell auf 
10 die angegebenen Mengen verdiinnt, mittels SDS-Polyacryiamidgelelektrophorese 

separiert und nach Transfer auf eine Nylon-Membran mit Hilfe der angegebenen Anti- 
korper in den angegebenen Konzentrationen der Primarantikorper umgesetzt (Ijig/ml 
Klon 12CA5; 0. 1 jig/ml Klon 3F10; Westem-Blot-Analyse). Gebundene anti-HA-Anti- 
korper wurden anschlieflend unter Verwendung von anti-Maus-Peroxidase (bei Klon 
15 12CA5), anti-Ratte-Peroxidase (bei Kleon 3F10, a)) bzw. anti-Ratte-Biotin/Streptavidin- 
Peroxidase (bei Klon 3F10, b)) und Chemilumineszenz-Detektion nachgewiesen. 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

20 Es wurden 8 x 7 cm groBe Gele mit 0.75 mm Dicke verwendet (BIO-RAD, Mini-Protean 
II ™). Fiir ein 15%-iges Gel wurden 6 mi Trenngellosung (Ix) zwischen die Flatten ge- 
gossen. Die Trenngeioberkante wurde vorsichtig mit 1 ml Wasser iiberschichtet. Nach 30 
min. Polymerisation wurde das Wasser entfemt und 2 ml Sanunelgellosung (Ix) einge- 
fiillt. Die Proben wurden mit 1 Volumen zweifach konzentriertem Laemmli-Puflfer ver- 

25 mischt, 10 min. bei 60®C inkubiert und in die gespiilten Geltaschen pipettiert. Die 
Elektrophorese erfolgte in Laufpuflfer bei einer Stromstarke von ca. 15 mA. 
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L5sungen: 

4 X Trenngellosung: 

5 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 

0,4 % SDS 

4 X Samtnelgellosung: 

0,5 M Tris/HCL, pH6,8 

10 0,4 % SDS 

2 X Laemmli-PufTer: 

1,52 g Tris pro 100 ml 

10 ml Glyzerin pH 6,8 mit 1 N HCI eingestellt 

15 2,0 g SDS 

2,0 ml 2-Mercaptoethanoi 
1 mg Bromphenolblau 

I 

5 X LaufpuiTer: 

20 15,1 g Tris pro 11 

72,0 g Glycin 

5,0 g SDS 



25 Transfer auf Nylon-Membran 

Nach der elelctrophoretischen Auftrennung der Proteinproben wurde ein der GelgroOe 
entsprechender, mit H2O befeuchteter Nylon-Filter auf das Gel aufgelegt. Zum besseren 
Kontakt wurden beidseitig je zwei zugeschnittene Whatman®-3 MM-Papiere aufgelegt 
30 und der Aufbau wurde in die Vorrichtung einer BIO-RAD Elektroblot-Apparatur einge- 
spannt. Nach Fiiilen der Kammer mit Transfer-Puffer wurden die Proteine unter Eis- 
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kuhlung und Ruhren 45 - 60 min durch Anlegen einer Spannung von 70 V (Stromstarke, 
1=250-350 mA) auf die Membran transferiert. 

Losung: 

5 Transfer-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,3 

192 mM Glyzin 

Detektion 

10 Nach vorsichtigem Entfemen der Membran wurde der Filter zur Absattigung noch freier 
Bindungssteilen 60 min bei RT in PBS-Losung unter Zusatz von 1% BIocking-Reagenz 
(PBS/PR; Boehringer Mannheim) inkubiert. Es wurde zweimal 10 min in PBS-PufiFer 
unter Zusatz von 0. 1% Tween-20 (PBST) gewaschen und 60 min mit dem entsprechen- 
den anti-HA-Antikorper in den angegebenen Konzentrationen bei RT umgesetzt. Nach 

15 dreimaligem Waschen in PBST-PuflFer (je 5 min, RT) wurde der Filter weitere 60 min mit 
einem Anti-Spezies-IgG-Peroxidase-Konjugat (anti-Ratte-Peroxidase, 20 mU/ml 
PBS/BR; anti-Maus-Peroxidase, 40 mU/ml PBS/BR) bei RT inkubiert. Es wurde 
' wiederum, wie oben beschrieben, gewaschen, und die Filtermembran nach Entfemung 
des Puffers mit einem saugfahigen Tuch in einer 1 : 100-Mischung von Detektionsreagenz 

20' A+B (Boehringer Mannheim) 1 min inkubiert, anheftendes Reagenz entfemt. Mit dem 
mit Haushaltsfolie abgedeckten Filter wurde anschlieOend ein Rontgenfihn fiir 1 - 10 min 
exponiert. 

Ergebnis 

25 

Mit einer um das 10-fache geringeren Antikorperkonzentration kann mit erfindungs- 
gemaBen Antikorper, beispielsweise Klon 3F10 im Vergleich zu bekannten Antikorper 
wie Klon 12CA5 ein um den Faktor 30 geringere Menge an GST-HA detektiert werden 
(Abb. 2). 
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3.2 Variation der Konzentration des Primarantikarpers 



Pro Spur wurden 4ng mit dem HA-Epitop modifizierte Glutaihion-S-transferase (GST- 
HA) mittels SDS-Polyacryiamidgelelektrophorese separiert und nach Transfer auf eine 
5 Nylon-Membran mit dem angegebenen Antikorper in den angegebenen Konzentrationen 
der Primarantikorper umgesetzt (Klone 12CA5 und 3F10; 2.0 - 0.008 ng/ml). 
Gebundene anti-HA-Antikorper wurden anschUeGend unter Verwendung von anti-Maus- 
Peroxidase (bei Klon 12CA5) bzw. anti-Ratte-Peroxidase (bei Klon 3F10) und 
Chemilumineszenz-Detektion nachgewiesen. 

10 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, Transfer auf eine Nylon-Membran und an- 
schlieflende Detektion erfolgten wie in Beispiel 3.1 beschrieben. 



15 



20 



Ergebnis: 

Im beschriebenen Experiment wird Klon 12CA5 (Stand der Technik) bei einer Anti- 
kerperkonzentration von < 2000-ng /ml zum limitierenden Fakior. waiirend mirdem er- 
findungsgemaOen Klon 3F10 noch bei einer Antikorperkonzentration von ca. 125 ng/ml 
Signalsattigung beobachtet wird (Abb. 3). 

Vergleichbare Signale werden im Falle von Klon 3F10 mit ca. 20-fach geringeren Anti- 
korperkonzentrationen erreicht. 

Beispiel 4 

VArplpirh<.nH<. Analyse Jmrnunoblot-A r aW^ft eines HA-modifizierten Proteins mit Anti- 
kflrper-Koniueate 

Mit dem HA-Epitop modifizierte GlutathiQn.-S-transferaseJGST-HA) wurde seriell auf 
30 die angegebenen Mengen verdiinnt, mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
separiert und nach Transfer auf eine Nylon-Membran mit Hilfe der angegebenen Anti- 



25 
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korper-Peroxidase-Konjugaten in den angegebenen Konzentrationen umgesetzt (100 
ng/ml (Klon I2CA5); 20 mU/ml (Klon 3F10)). Gebundene anti-HA-Antikorper wurden 
anschlieCend-tinter Verwendung von Chemilumineszenz-Detektion nachgewiesen. 

5 SDS-Polyacryiamidgeielektrophorese, Transfer auf eine Nylon-Membran und an- 
schlieflende Detektion erfolgte wie in Beispiel 3.1 beschrieben. 

Ergebnis: 

10 Die Detektionsgrenze in diesem System liegt fiir das Peroxidase-Konjugat des Klons 
12CA5 (= Stand der Technik) bei ca. 1 ng GST-HA, wahrend unter den gleichen 
Bedingungen mit dem entsprechenden Derivat des Klons 3F10 noch 40 pg GST-HA 
nachgewiesen werden konnen (Abb. 4). 

15 Beispiel 5 

Vergleichende Tmmunprazipitation eines HA-modifizierten Proteins 

I 

Mit dem HA-Epitop modifiziertes Green-Fluorescent-Protein (GFP-HA) wurde mit den 
20 angegebenen Mengen [in \ig] an ariti-HA-Antikorper (Klon 12CA5 bzw. Klon 3F10) 
umgesetzt und nach Zugabe von Protein-G- Agarose immunprazipitiert. Die erhaitenen 
Prazipitate wurden solubilisien, mitteis SDS-Polyacrylamiqgelektrophorese separiert und 
nach Transfer auf eine Nylon-Membran mit einem anti-HA-Peroxidase-konjugat (Klon 
12CA5) und Chemilumineszenz-Detektion nachgewiesen. 

25 

Immunprazipitation 

50 ng mit dem HA-Epitop modifiziertes Green-Huorescent-Protein (GEP-HA) wurden in 
200 \xl Waschpuffer verdunnt, mit den angegebenen Mengen an anti-HA-Antikorper ver- 
30 setzt und 1 h bei 4^ C im Uberkopfschuttler inkubiert. Dem Ansatz wurden daraufhin 
25^1 einer 50%-igen Protein-G-Sepharose-Suspension zugefiigt und es wurde emeut 1 h 
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10 



wie zuvor inkubiert. Uber Protein-G an die Gelmatrix gebundene Proteine Avurden 
dreimai mit je 1 ml WasclipufFer gewaschen, wobei bei jedem Waschschritt der Ansau 2 
min wie oben beschrieben bei 4° C inkubiert wurde. Der Ansatz wurde dann 2 niin in 
einer Tischzentrifuge zentrifugiert (1 5 000 Upm, RT) und das PeUet inlO ml 
IxLaemmH-AuftragspufiFer aufgenommen. Die immunprazipierten Proteine wurden an- 
sciilieDend durch denaturierende Gelelektrophorese (SDS-Polyacrylamidgel) separiert. 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, Transfer auf eine Nylon-Membran und 
anscWieDende Detektion erfolgte wie in Beispiel 3.1 beschrieben. 

Ergebnis: 



Im beschriebenen Experiment ist der Klon 3F10 im Vergleich zum Klon 12CA5 (Stand 
der Technik) in der Lage, bei Verwendung einer um den Faktor ^ 20 geringeren Anti- 
15 korpermenge das eingesetzte Antigen zu prazipitieren (Abb. 5) . 
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Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


UnterschriftCen) der mr Vertrcwng der intcmationalen Hinterlegungssiclie 
befugten Penon(cn) oder des (der) von ihr ermachtigtcn Bcdicnsteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Dm: 1996-10-18 



' Falb Kegel 6.4 Buchstabe d zutrifR. ist dies der Zeitpunku zu dem der Staois ciner tntemationalcn KonerlegungssteUe erworben wordcn ist. 
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INTERNATIONAL FORM 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified it the boaom of this page 



I. IDENnnCATlON OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 


R3A12 


DSM ACC2286 



II. SCIENnnC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I. above was accompanied by: 



( ) a scientific description 

( ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This imcmaiional Depositaiy Auihoritv- accepts the microorganism identified under I. above, x^hich was received by it on 1996-10-08 
(Date of the original deposit)'. 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



Tht microorganism idenufied under I above was received by this International Depositary Auihoriv on ^^^""^f^^^^^f^^^^^ 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by rt on (date of recapt of request 
for convenion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UNO ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Masdteioder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signamreis) of peTson<s) having the power to represem the 
International Depositary Authority or of authorized ofriciai(s): 

Date: 1996-10-18 



' What Rule 6.4 <d) applies, such date is the date on which the stan» of international depositary tuthomy was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page> 0196 
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JNTCRNATIONALES FORMBUTT 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 

LEBENSFAHJGKEITSBESCHEIhnGUNG 

ausgesteilt gemafl Kegel 10^ von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINraUXGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANtSMUS 


Name: Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

Anschrift: 

68305 Mannheim 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
rugcteilie EINGANGSNUMNffiR; 
DSM ACC2286 

Datum der Hintcricgung odcr Wciterieitung': 
1996-10-08 


III. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINICUNG 


Die Ubcnsfthigkcit dc$ untcr 11 geninmen Mikrooreanismus isiam 1996-10-09* gcpnJft worden. 
Zu diesem Zeiipunkt war der Mikroorganismus 

(X)* Icbensr^ig 

( )* nicht mchr Icbcnsfthig 


IV. BEDINGUNGEN. UNTER DENEN DIE LEB ENS FAHIGKEITSPRLf FUNG DURCHGEFUHRT WORDEN \ST 




V. INTERNATIONALE HimmXGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UNO ZEiXXULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
0-38124 Braunschweig 


UntenchiiiUen) der zur Vertretung der tniemaiionaien Hmtertegnngssiclle 
befugten Peraon<en) oder des (der) von ihr ermachtigtcn Bedtensteten: 

Danim: 1996-10-18 



Angabe des Daouns der Ersthinterlegung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder etne Weiterletnmg vorgenommcn worden ist. Angabe des Danims 
der jcweiis (etzten cmeuten Hinterlegung oder Wettertettung. 

In den in Rcgel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fslten Angabe der letzicn Lebensfthigkcitsprtlfung. 
Zutreffendes ankiaxeen. 

AusAlUen. wenn die Angabcn beantragt worden stnd und wenn die Ergebnisse der Prtlfiing negaiiv warcn. 



Formblan DSMZ-BP/9 (einzige Seite) 0196 
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rhfTERNATlONAL FORM 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 



68305 Mannheim 


VL^BIUTY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 102 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


1. DEPOSITOR 


H. IDENTinCATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 

Address: 

68305 Mannheim 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM ACC2286 

Date of the deposit or the transfer': 
1996-10-08 


HI. VIABILITY STATEMENT 


The viability of ihemicnwrganism identified under n above was (csicd on 1996-10-09 ^ 
On that date, the said microorganism was 


(X)' viable 


1 


( )' no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST RAS BEEN PERFORMED* ; 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORnY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

KflKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN OmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Signaturc<s) of pcnon(s) having the power to represent the 
International Depositary Audiority or of authorized otrictal(s): 

Date: 1996-10-18 



Indiote Ihe d>ic of originX deposit «. whetc . new deposil or i inmfer |» been m«te. the moa irecm «lev«tt dale (date of the new deposit or 



date of the transfer). 

In the cases lefentd to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii). refer to the most recent viabUity tei 
Mark with a cross the applicable box. 

FiU in if the information has been requested and if the results of the test were ncgauve. 



Form DSMZ-BPy9 (sole page) 0196 
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Patentanspriiche 

1. Monoklonale Antikoper gegen das Epitop YPYDVPDYA, das aus dem 
Hamagglutinin des humanen Influenzavirus abgeleitet ist, bzw. Fragmente hiervon, 

5 dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine AflBnitat > 10* M"^ besitzen. 

2. Monoklonale Antikoper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine 
AflBnitat von 10^ - 10^** M"^ besitzen. 

10 3, Monoklonale Antikorper nach einem der Anspriiche i oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie von Hybridomen produzien werden, die man durch Fusion der 
Myelomzellen Maus P3x63-Ag8.653 mit B-Lymphozyten aus Lou/C-Ratten erhalt, 
wobei die Lou/C-Ratten mit einem HA-Peptid immunisiert wurden. 

15 4. Monoklonale Antikoper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die Im- 
munisierung mit einem an Keyhole Limpet Hamocyanin (KLH) gekoppelten HA- 
Peptid erfolgt. 

5. Monoklonale Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
20 zeichnet, dafl sie vom Hybridom R 3 A12, hinterlegt in der Deutschen Sammlung 

fur Mikroorganismen und Zellkulturen unter der Nr. DSM ACC2286 
(08. 10. 1 996), produziert werden. 

6. Verfahren zur Hersteilung von monoklonalen Antikorpem nach einem der An- 

25 sprtiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafl man ein HA-Peptid synthetisiert und 

damit Kleinsauger immunisiert, die B-Lymphozyten aus der Milz der Tiere gewinnt 
und mit Myelomzellen Maus P3x62-Ag8.653 fusioniert, die entstandenen Klone, 
die an ein HA-Peptid und an ein HA-Fusionsprotein binden, selektioniert und von 
diesen die Klone mit hoher AflSnitat auy«\*ahlt und als Hybridzellinien etabliert. 

30 
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7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl man als HA-Peptid 
Acetyl-YPYDVPDYAGSGSK(e-Biotinoyl)-Amid oder Biotinoyl-e-Aca- 
SGSGYPYDVPDYA-Amid einsetzt. 

5 8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dafi man als HA- 
Fusionsprotein HA-getaggte Glutathion-S-Transferase einsetzt. 

9. Verwendung von monoklonalen Antikorpem nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafl sie zum Nachweis und zur Isolierung von nativem 
10 Hamagglutinin des humanen Influenzavirus, von modifiadertem Hamaggiutinin oder 

von HA-Fusionsproteinen eingesetzt werden. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intam tal Application No 

PCT/EP 97/05783 



A. CLASSIFICATI N OF SUB JECT MATTER 

IPC 6 C07K16/1O C12P21/08 G01N33/577 



Aooording to International Patent Clataif nation (IPC) or to both national olasaiftoation and IPC 



B. RELDS SEARCHED 



Minimum oocumerrtatian searched (olassifioatton system followed by otassifioation symbols) 

IPC 5 C07K 



Dooumentoiion searched other than mtntmumdoounfentattonto the extant that such documems are included in the fields searched 



Etectronio data base consuttad d Jhng the international search (name of data baae and, where pmctioal, seoioh terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Catagory ' Citation of document with indication* where appropnato, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



M. HINDS ET AL.: "Synthesis, 
conformational properties, and antibody 
recognition of peptides containing 
beta-turn mimetics based on 
alpha-alkylproline derivatives. " 
JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY, 
vol. 34, no. 6. June 1991, WASHINGTON, DC, 
USA, 

pages 1777-1789, XP002057282 
see page 1783, right-hand column, line 29 
- page 1784, right-hand column, line 61 
see table IV 



■/-- 



1,6,9 



Further dooumente are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documente : 

*A' document defying the genensi state of the art which is not 
considered to be of particular letevanoe 

'E* earlier dooument but published on or after the international 
filing date 

'L' document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 
*0* dooument ref erring to an oral disdoaura, usot exhibitioner 
other means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priohty date claimed 



T" later dooument pubtished after the international filing date 
or priohty date and not in conflict with the application but 
dted to understand ttte principle or theory underlying the 

iiinantii >■> 



*X* document ofpaiticutefrelevartoe: the claimed invention 
cannot be conatdefedruyvel or cannot be consideied to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be ooneidered to im^olve an inventive step when the 
dooument is oombeied with one or more other such docu- 
mente7-such oorrtTeiatiorrtwing otmous to a person skilled 
in the art. 

'&* dooument mem b er the same patent family 



Date of the actual comptetion of the international search 



27 February 1998 



Date of mailing of the intemational search report 



'1 9. oa 98 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Offioe, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL-22S0 HV Rijswi^ 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized offieer 



Nooij, F 



Fm PCT/ISA«10 (tacMind shest) (July 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interr lal Application No 

PCT/EP 97/05783 



C.(Conllnualion) 0 CUMENTS CONSIOEREO TO BE RELEVANT 



Category • CiUUion d daemMM, wiUi indioation.»«n«i« •pprepnat*. of lh» i»to»«nt poatagM 



P. KOLODZIEJ ET AL. : "Epitope tagging and 

protein surveillance." 

METHODS IN ENZYMOLOGY, 

vol. 194, 1991, NEW YORK, NY, USA, 

pages 508-519. XP0O2057283 

cited in the application 

see page 510, line 25 - page 511, line 6 

J. FIELD ET AL.; "Purification of a 

RAS-responsive adenylyl cyclase complex 

from Saccharomyces cerevisiae by use of an 

epitope addition method." 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

vol. 8, no. 5. May 1988, WASHINGTON, DC, 

USA, 

pages 2159-2165, XP002057284 

cited in the application 

see page 2160, left-hand column, line 31 - 

line 44 

Y. CHEN ET AL. : "Expression and 
localization of two low molecular weight 
GTP-binding proteins, Rab8 and RablO, by 
epitope tag." 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE USA, • 
vol. 90, no. 14, 15 July 1993, WASHINGTON, 
DC, USA, 

pages 6508-6512, XP002057285 
cited in the application 
see abstract 
see figure 1 

WO 92 09300 A (ITEREC PHARMACEUTICALS LTD, 
PARTNERSHIP) 11 June 1992 
see example 8 
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Foim PCT/ISAOIO (oonliniMlion ol Moond ••!•«» (July 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Ar>9ab«n zu V«rorfwtttiohurtg«n, di« zur tmibmn Pat«ntf«mili« 9«hdr«n 



Intemi jdM Aktanzmitan 

PCT/EP 97/05783 



Im Reeherohenberiotit 
angsUhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veranentliehung 



Mitglied(sr) der 
Patenttamilia 



Datum der 
VerOffentlichung 



WO 9209300 A 



11-06-92 



AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 



668347 B 



2090860 
0558671 
6507378 
5504190 
5556762 



02-05-96 
22-05-92 
08-09-93 
25-08-94 
02-04-96 
17-09-96 



FeimbtaR PCT/ISA/Zip (AniMng PatantfamlMKJulj 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intemational application No. 
PCT/EP 97/05783 



Box 1 Obserracions where certain claims were found unsearchable (ConUnuation of item I of flnt sheet) 

Thismtemationaisearchreponhasnotbeenestabiishedinrespeaofcextainci^^ 1 7(2)(a) for the following reasons: 

1. m Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

see supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



I I Claims Nos.: 

because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningtul intemational search can be carried out, specincally: 



3 1 I Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box n Observations where unity of invenhon is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
This Iniemauonai Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 Q As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2 . Q As all searchable clauns could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . Q As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. j I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Conscquemlv, this intemational search report is 
^ restricted to the invention first mentioned in the claims; itiscoveredby claims No's.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accoii^)anied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 97/05783 



Note : Although claim 9 (in as much it is related with an in vivo method) 
refers to a diagnostic method to be applied to human/animal bodies, the 
search was made based on the indicated effects of the compound. 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Informatton on patont family members 



IntBi anal Application No 

PCT/EP 97/05783 



Patent document 
cited in search report 



PuUieation 
date 



Patent family 
membetfs) 



Publiaation 
date 



WO 9209300 A 



11-06-92 



AU 
CA 
EP 
JP 
US 
US 



668347 B 
2090860 A 
0558671 
6507378 
5504190 
5556762 



02-05-96 
22-05-92 
08-09-93 
25-08-94 
02-04-96 
17-09-96 



Forni PCT/tSA/210 (patent tamtfy anrwi| (Juty 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Int. ationolu Aktanzaiohen 

PCT/EP 97/05783 



Feld I Bemerkungen zu den Anapruchen, die sich ais nicht recherchierbar erwtesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt i 



Gemda Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Qriinden fur bealimmta Ansprdche kein Reoherchenbericht arstelit: 
^' B AnapnicheNr. 

woi* Sie sich aul Gegenstartde beziehen, zu deren Rocherohe die Behdrde nicht verpflichtot tat, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2. I I Anapruchs Nr. 

weij ate sich auf Teilo der intemahonalen Anmeidung beziehen, die den vorgeaehhebenen Anf ordemngan so wenrg entsoreohen 
daa eine amnvoite tntemationaie Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich ^ emaprecfien. 



3* I I Anapruche Nr. 

wei* es sich dabei urn abhangige Anspniche handett, die mcht entaprecnend SaU 2 und 3 der Regei 6.4 a) atsgef a6t sind. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangeinder Einhertiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von PunKl 2 auf Blatt 1 ) 



Oio intemationaJe Recherohenbehdrde hat featgeateUt, daO dieaa Internationale Anmeidung mahrere Erfindungen enthail: 



^ * rn °* Anmelder aJle erforderiichen zuafitztichen Recherohengebuhren rechtzeitig enthchtet hat, eratreckt aich dieaer 
intamatjonaie Hecherchenbencht auf aile recherehrerbaren Anapnlche der (ntemationaten Anmeidung. 

alie recherehterbaren Anapruche die Recherche ohne einen Arbeitaaufwand durcngefuhrt weraen konnte der eine 
zuaAtoihe RecherchengebOhr gerechtferttgt h«to, hat die Internationale Recherchent>atYdrde nicht zur Zahlunq etner aolchen 
(aetxjhr auigafordert 



^* LJ 9j^^^^^'^^f^^9 6BrerioTdatiiohen zuadtzlichen RacherchangebQhren rechtzeitig enthchtet hat, eratreckt sich dii 
tritomationale Recherchenbericht nur auf die Anspniche der intemationalen Anmeidung, fur die GebQhren enthchtet worden 
•ind, n&mlteh auf die Anspnioha Nr. 



4. Q Oer Anmekier hat die erforderiiohen zusMzltehen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig enthchtet. Der intemattonaie Recher- 
J^bencht beschrdnkt sich daher auf die in den Anspnuchen zuerat enwdhnte Erfindung; dieae ist in folgenden Anspruchan ar- 



Bemerkungen hlnsichUlch eines Widerepnicha Q Die zuaaUtichan GebQhren wurden vom Anmelder untar Widenipnjch gezahlt. 

I I Die Zahhing zua^cher GebQhren ertolgte ohne Widerapnich. 



Fonnbiatl PCT/ISA/21 0 (Fortaatzung von Blatt 1 (1)){Juli 1992) 



INIERNATIONALER RECHERCHENBERICHT ^^^^^PCT/E? 97/G5783 



WEfTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Bemerkung : Obwohl der Anspruch 9 (teilweise, in " "^^J," " ^^^^^"J^^^ ^ 
urn ein in vivo Verfahren) sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenoninen wird, bezieht, wurde d e 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusaitmensetzung. 



